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Introdução
Azadirachta indica A. Juss. pertence à família das Me-
liáceas, é conhecida popularmente por Neem (nim) ou
margosa e é caracterizada por ser uma frondosa árvore,
presente em regiões tropicais, provavelmente originada
da Ásia. Muito conhecida e cultivada na Índia devido à
suas propriedades medicinais, é utilizada há mais de
4.000 anos5. O Neem é cultivado para uso ornamental,
na proteção de ambientes contra exposição solar inten-
sa e possui também interesse econômico devido à com-
provada resistência contra organismos xilófagos3.
Suas propriedades há muito tempo são utilizadas não
só em medicina e cosmética, mas também na agricultu-
ra, neste último caso como praguicida15. Apresenta efei-
to em mais de 200 espécies de organismos, incluindo
ácaros, carrapatos, aranhas, nematóides, fungos, bac-
térias e mesmo alguns fitovírus14-15 . A ação observada
contra insetos esta relacionada à inibição da alimenta-
ção, regulação de crescimento e esterilização12 . Os
efeitos observados, provavelmente são resultados da
presença de várias substâncias, tais como
azadirachtina, nimbina, salannina, nimbidina,
kaempferol, thionemone, quercetina e outras. A semente
de Neem possui aproximadamente 40% de óleo de
azadirachtina, que é o princípio ativo em maior
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Resumo
Introdução – Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) é conhecida popularmente por Neem
(nim) ou margosa e é caracterizada por ser uma frondosa árvore, presente em regiões tropicais
sendo, provavelmente, originada da Ásia. É empregada há tempos não só em medicina e cos-
mética como também na agricultura, sendo empregada como praguicida. A azadirachtina é a
substância ativa presente no óleo responsável por seu efeito praguicida. O presente trabalho
comparou os efeitos tóxicos de uma formulação comercial e do óleo puro de Azadirachta indica
A. Juss. em Artemia sp. Material e Métodos – Foram utilizadas artêmias no estágio náuplio I ou II
as quais foram submetidas a diferentes concentrações do óleo puro e do produto formulado,
tendo sido computada a presença de morte após 24 e 48 horas da exposição. Resultados – A
formulação comercial empregada apresentou-se significativamente (p < 0.05) mais tóxica do
que o óleo puro da planta. Conclusão – Desde que o produto formulado é aquele empregado na
agricultura, existe um risco maior se comparado ao óleo puro, quando atinge animais que
habitem um corpo de água.
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Abstract
Introdution – Azadirachta indicates A. Juss. (Meliaceae), is popularly knows as Neem or
margosa. It is characterized by a leafy tree, present in tropical areas, probably originated from
Asia. It is popularly used not only in medicine and cosmetic, but also in the agriculture, as a
pesticide. The azadirachtin is the active substance of the oil and is the responsible for its
pesticide effect. The current study compared the toxic effects of a commercial formulation made
with the Neem oil and the pure Neem oil against Artemia sp. Material and Methods – The artemias
employed here were in the nauplii I or II stage. These animals were submitted to different
concentrations of the pure oil or of the formulated product. Death was assessed at 24 and 48
hours after the exposure. Results – Results showed that the commercial formulation was
significantly (p < 0.05) more toxic when compared to the pure oil. Conclusion – Since the
formulated product is employed as agricultural pesticide, it would be represent a great risk when
animals from aquatic environment were attained than the pure oil of the plant.
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concentração1.
Diversos inseticidas foram produzidos a partir do ex-
trato da semente da árvore de Neem. Dois exemplos
destes bioinseticidas são o Margosan-O® e o Daal-
Neem® que possuem azadirachtina como princípio ativo
sendo utilizado nos Estados Unidos e em países tropi-
cais13. Scott e Kaushil13 (2000) demonstraram que devi-
do ao amplo espectro no controle de insetos, a utiliza-
ção deste inseticida é favorável para a agricultura por
não prejudicar o ambiente. Provavelmente este fato é
decorrente da pequena meia vida residual dos compo-
nentes do Neem, pois azadirachtina permanece em seu
estado puro por 24 horas, e na forma de Margosan-O
apresenta meia vida de 6,85 dias.
A administração de extrato de Neem por via oral em
ratos e coelhos produziu sintomas de toxicidade agu-
da. A CL 50 (dose letal que mata 50% dos organismos)
do óleo de Neem foi de 14 ml/kg para ratos e 24 ml/kg
para coelhos em 24 horas. Para ambas as espécies os
órgãos alvos foram os pulmões e sistema nervoso cen-
tral4. Em crianças o Neem provoca encefalopatia tó-
xica, cujos sintomas são vômito, taquipnéia e con-
vulsões6.
Um dos ramos da ecotoxicologia aborda a contamina-
ção por produtos químicos naturais ou manufaturados
resultado da ação antropogênica, que interferem na bio-
logia dos organismos aquáticos, em vários níveis de or-
ganização, desde o subcelular, até comunidades e
ecossistemas11. Estes efeitos podem ser letais a curto e
longo prazo quando há toxicidade aguda, ou subletais
apresentando alterações de comportamento, de cresci-
mento, de reprodução, de alimentação, entre outras,
observadas quando há toxicidade crônica. Os compos-
tos tóxicos podem ser absorvidos e acumulados nos
organismos e transferidos ao longo das cadeias alimen-
tares, o que pode gerar interferências nos seres huma-
nos em decorrência da contaminação de organismos
com potencial econômico, do solo e dos recursos
hídricos15.
Alguns tipos de invertebrados podem ser considera-
dos representativos dos organismos que ocupam a ba-
se da cadeia trófica aquática e, também, apropriados
para detectar os efeitos tóxicos de determinados agen-
tes químicos. Em decorrência desses aspectos, tais or-
ganismos são fundamentais para avaliação dos efeitos
adversos de substâncias e para o estabelecimento de
concentrações aceitáveis destas para os ecossistemas
onde vivem7.
A Artemia sp, conhecida também como camarão-de-
salmora é um microcrustáceo, braquiópoda, pertencen-
te ao filo Arthropoda. Esta espécie está distribuída ao
longo dos cinco continentes16, sendo considerada cos-
mopolita e adaptada a vários ambientes, devido à rela-
tiva resistência a fatores de estresse ambiental como
variações abruptas de salinidade, de temperatura e
de oxigênio dissolvido10 . Ainda, devido à ampla dis-
tribuição geográfica e resistência ambiental, Artemia
sp é usada em inúmeros estudos sobre ecotoxicidade
(TAS) e na avaliação de produtos como pestici-
das, derivados petroquímicos e dispersantes, metais
pesados, derivados carcinogênicos e metabólitos de
microrganismos, desde a década de 509,16, tendo sido
por estes motivos a escolha do invertebrado neste
trabalho.
O presente estudo pretende avaliar os efeitos tóxicos
do extrato de Azadirachta indica A. Juss. em Artemia
sp. em um modelo utilizado para estudar a toxicidade ,
uma vez que azadirachtina é bastante utilizado na agri-
cultura como pesticida, podendo contaminar e alterar a
biodiversidade dos corpos d’água locais, trazendo con-
seqüências tóxicas ao homem.
Material e Métodos
Foram realizados testes com extrato de folhas de
Azadirachta indica A. preparado comercialmente e óleo
puro de sementes de A. indica.
Cada 100 ml do extrato comercial (Dal neem®, Dal-
quim Com Ind. Ltda) contém 8,5 ml de extrato de folhas
de neem indiano, 4,5 ml de emulsionante, 4,5 ml de
álcool anidro e q.s.p. 100 ml de veículo oleoso (óleo ve-
getal). O óleo puro foi obtido das sementes de A. indica
prensadas a frio.
Para o teste de toxicidade em Artemia sp, os ovos fo-
ram eclodidos em tanque com a lâmina d’água de
aproximadamente 10 cm, utilizando água marinha
sintética preparada com sal marinho (38g/l, RedSea®)
dissolvido em água MilliQ, com a salinidade entre 80 a
100 ppm e temperatura entre 28ºC (± 2°C). A alimenta-
ção dos organismos foi feita com a diluição de 100mg
de fermento biológico fresco em 5 ml de água de ma-
nutenção9.
A metodologia adotada para os testes de toxicidade
aguda com organismos aquáticos baseia-se na propos-
ta de Meyer et al.8 (1982) com modificações e estão de
acordo com a Norma da Cetesb2. Primeiramente foram
realizados testes preliminares em uma ampla faixa de
concentrações, a fim de se determinar a maior dose
que não produziu efeitos tóxicos e a menor concentra-
ção que provoca 100% de efeito. A determinação do in-
tervalo de concentração útil foi baseada naquela utiliza-
da ambientalmente (10, 100 e 1.000µl).
O teste definitivo foi efetuado de acordo com as con-
centrações observadas nos testes preliminares. Para
este, foi utilizada apenas uma amostragem feita em um
único dia, evitando assim, alterações ambientais como
temperatura, luminosidade, umidade relativa do ar e os-
molaridade da água de manutenção.
Após 72h da eclosão dos ovos, foram separados
náuplios em estágio I ou II de desenvolvimento, com o
auxílio de uma pipeta Pasteur, e colocados em tubos
testes contendo 5ml de água de manutenção e diferen-
tes doses do produto analisado.
Os testes com o preparado comercial de A. indica,
foram feitas em doze diferentes concentrações: 0,1; 0,2;
0,4; 0,8; 1,0; 1,3; 1,6; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 µl/ml
além de um grupo controle que recebeu apenas solu-
ção salina.
Para o teste com o óleo puro, foram feitas diluições
de doze diferentes concentrações: 1,6; 2,5; 5,0; 10,0;
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12,5; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0; 40,0 e 60,0 µl/ml,
além do grupo controle que também recebeu solução
salina.
Cada concentração foi testada em 10 organismos em
cinco réplicas, de modo que cada concentração fosse
testada em 50 organismos. Os testes tiveram duração
de 48 horas, e foram mantidos em temperatura ótima de
manutenção (28°C ± 2°C).
Após o final dos testes, foram realizadas análises
físico-químicas como salinidade (variação entre 200 e
300 ppm); oxigênio (4mg/l); temperatura (28°C ± 2°C);
pH (8,0 ± 0,2).
Para o cálculo da toxicidade aguda, no qual deter-
mina-se a CL50; 24 ou 48 horas, ou seja, a concentra-
ção de agente tóxico que causa mortalidade de 50%
dos organismos expostos no período de 24 ou 48
horas. Foi utilizada a análise probito (programa forne-
cido pelo National Cancer Institute, NIH, USA) para
obtenção de CL50 e seus respectivos intervalos de con-
fiança. Foram considerados mortos os organismos que
não demonstraram reação após serem tocados e não
apresentaram batimentos dos cílios.
Discussão
Os presentes resultados indicam que as prepara-
ções empregadas neste trabalho apresentam toxici-
dade aguda diferente. Assim, o produto formulado é
claramente mais tóxico que o óleo puro. Foi possível
observar uma curva dose-resposta da toxicidade apre-
sentada pelo óleo puro (Figura 1), cuja CL50 foi de 1,59
ml/ml. Porém não foi possível o cálculo da CL50 para os
testes com o extrato comercial, pois a menor dose
empregada às 48 horas produziu 100% de mortes dos
animais.
Figura 1. Curvas dose-resposta 24 e 48 horas da sobrevi-
vência de Artemia sp ao óleo de Neem
Além disto, foram observadas diferenças no tempo
de mortalidade entre as concentrações empregadas
dos dois produtos. De fato, nota-se que às 24 horas
após exposição as menores doses do óleo puro, pou-
cos organismos morreram enquanto que na pre-
paração comercial a mortalidade foi extremamente alta
(Tabelas 1 e 2). Nota-se ainda que a menor dose
do óleo que não produziu mortalidade às 24 horas
foi 1,6 µl/ml enquanto que na mesma concentração
da preparação comercial veri f icou-se 70% de
mortalidade.
Portanto, é importante ressaltar que existem dife-
rentes níveis de toxicidade entre a preparação
comercial e do óleo puro. Este fato pode ser con-
seqüência da adição de componentes à formulação.
Desde que preparação comercial é o produto em-
pregado no meio ambiente pode-se sugerir que ele
represente um alto risco para organismos aquáticos
sensíveis.
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Tabela 1. Número de náuplios de Artemia sp vivos nas doze diferentes concentrações de extrato comercial de Azadirachta in-
dica. 1ª contagem realizada após 24h e 2ª contagem realizada após 48 horas da administração do preparado
Doses em Controle 0,1 0,2 0,4 0,8 1,0 1,3 1,6 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0
µl/ml
1ª contagem
Porcentagem 100 20 10 10 0 0 20 30 10 10 10 0 0
média
2ª contagem
Porcentagem 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
média
Tabela 2. Número de náuplios de Artemia sp vivos nas doze diferentes concentrações de óleo puro de Azadirachta indica. 1ª
contagem realizada após 24h e 2ª contagem realizada após 48 horas da administração do óleo
Doses em Controle 1,6 2,5 5,0 10,0 12,5 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 60,0
µl/ml
1ª contagem
Porcentagem 100 100 100 96 92 90 88 90 90 86 96 82 68
média
2ª contagem
Porcentagem 100 84 96 92 48 86 80 36 24 4 0 6 2
média
Os dados deste trabalho não permitem inferir sobre o
mecanismo de ação tóxica do Neem, porém a impossi-
bilidade de calcular uma curva dose resposta para a
preparação comercial, sugere que a mesma parece
agir em mecanismos essenciais para a sobrevivência
dos organismos.
A avaliação toxicológica dos efeitos de substâncias
em organismos marinhos e continentais é essencial pa-
ra a manutenção da biodiversidade e da própria espé-
cie humana15 . Seu controle constitui uma aborda-
gem de avaliação há muito adotada por países desen-
volvidos.
Esses testes de toxicidade, realizados com organis-
mos aquáticos representativos das comunidades bio-
lógicas, possibilitam a avaliação da toxicidade conjunta
dos constituintes de um meio de natureza química com-
plexa, tanto como suas interações.
Conclusão
Os presentes resultados indicam diferenças na toxici-
dade entre o produto formulado e o puro de uma subs-
tância empregada como praguicida, reforçando a idéia
de que testes ecotoxicológicos devem empregar os
produtos comerciais e não só o princípio ativo puro para
avaliação do risco/segurança de um produto a ser intro-
duzido no meio ambiente.
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